
















role. GM1  displays  a well  balanced  amphiphilic  behavior  that  allows  to  establish  strong  both 
hydrophobic and hydrophilic interactions. The peculiar structure of GM1 reduces the fluidity of the 







severe  neuronal  decline  in  neurodegenerative  diseases.  In  this  review, we  report  on  the main 
knowledge on ganglioside GM1, with an emphasis on  the  recent discoveries about  its bioactive 
component. 




Any  scientist  doing  research  in  the  field  of  gangliosides,  sialic  acid  containing 
glycosphingolipids  eventually  encounters  the  ganglioside  GM1.  GM1  is  surely  the  most  used 
ganglioside  in  an  incredible  variety  of  biological  experiments  aimed  at  understanding  the 
physiological role played by gangliosides. Knowledge of GM1 dates back to 70 years ago, with its 
structural  characterization  established  in  1963  [1,2].  Several  aspects  probably  contributed  to  its 
popularity: it is abundant in all mammalian brains, where it covers 10%–20% of the total ganglioside 




Today,  thanks  to  the myriad  of  studies  and data  reported  in  the  literature,  ever  increasing 
information on how GM1 modulates some protein activity and the downstream cell signaling, acting 
on the cell biology, is becoming available. 











The structure of GM1 was established  in 1963 [1], resulting  in humans  to have β‐Gal‐(1‐3)‐β‐
GalNAc‐(1‐4)‐[α‐Neu5Ac‐(2‐3)‐]β‐Gal‐(1‐4)‐β‐Glc‐(1‐1)‐Cer.  Structurally,  sialic  acid  linked  to 
gangliosides can be N‐acetylneuraminic acid, Neu5Ac, N‐glycolylneuraminic acid, Neu5Gc, as well 
as O‐acetylated sialic acid [13]. Nevertheless, a detailed study published in 1970 clearly demonstrated 
that humans do not contain Neu5Gc  [14] and  in  the  following years,  it was shown  that  the gene 
coding for the CMP‐Neu5Ac oxidase was deleted in humans [15]. 
In 1975, the structure of a different GM1 present into the brain, α‐Neu5Ac‐(2‐3)‐β‐Gal‐(1‐3)‐β‐






C20‐sphingosine  (octadecene or eicosene, respectively) according  to  the number of carbon atoms, 





Figure  1.  Structure  of: N‐acetylneuraminic  acid, Neu5Ac  (A1), N‐acetyl‐9‐acetylneuraminic  acid, 
Neu5,9Ac2 (A2), ganglioside GM1, II3Neu5AcGg4Cer (B), ceramide, Cer R = oligosaccharide chain (C). 
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3. Gangliosides as  the Main Actors  in Membrane Organization:  the Amphiphilic Properties of 
Gangliosides 
The  presence  of  an  extended  double  carbon  tail  confers  a  strong  hydrophobic  character  to 
gangliosides. On  the  other  hand,  the  hydrophilic  character  is  also  highly  expressed, due  to  the 
negative charge of sialic acid, which becomes progressively more pronounced as the complexity of 
the  head  group  increases  in  an  extended  and  branched  structure  by  the  addition  of  sialic  acid 
residues. 
Thus,  the hydrophilic–hydrophobic balance  is  the  competition between  two opposite  strong 
requirements and any variation in such requirements affects the amphiphilic character [18]. 
As  amphiphilic  compounds,  gangliosides  aggregate  in  solution,  forming  quite  small 
spherical/ellipsoidal micelles. Micelles are in equilibrium with the monomers, with a critical micellar 








axes  of  the  two  hydrocarbon  chains  [18,21].  This,  together  with  the  hydrophobic  character  of 
ceramide, allows gangliosides to be components of the membranes, being particularly abundant in 
plasma membranes [22]. Gangliosides are synthesized in the Golgi apparatus and reach the plasma 
membranes by vesiculation,  then becoming components of  the external membrane  layer [23]. The 
ceramide moiety  remains  inserted  into  the  layer,  reducing  the membrane  fluidity  [24]; while  the 
glycan protrudes  into  the  extracellular milieu,  and  thus  is  allowed  to  interact with  neighboring 
membrane components  (cis  interactions), with membrane components of neighboring cells  (trans 









































in  lipid  rafts prepared  from platelets purified  from Alzheimer patients,  in  comparison with  the 
control group [32]. 






























ganglioside GM1  into  the ganglioside mixture  [42–44].  Sialidases, with  a  few  exceptions, do not 
hydrolyze the α2‐3 linkage connecting sialic acid to the internal galactose of the oligosaccharide chain 
because of steric hindrance exerted by N‐acetylgalactosamine. Exhaustive sialidase treatment of the 








species  with  homogeneous  C18‐  or  C20‐sphingosine,  but  still  with  some  minor  acyl  chain 
heterogeneity (over 90% is stearic acid), are prepared by reversed‐phase chromatography [45]. 
GM1  species  completely homogeneous  in  the  ceramide moiety  are prepared  from  the GM1 
species containing 18‐ or 20‐sphingosine by specific alkaline hydrolysis to yield lyso‐GM1, a GM1 




their  metabolic  pathway  and  intracellular  trafficking.  Several  procedures  are  available  for  the 
preparation of radioactive GM1, containing 3H or 14C in various parts of the molecule [46,47]. GM1 
can  be  3H‐labeled  at  position  3  of  sphingosine  by  oxidation  with  2,3‐dichloro‐5,6‐
dicyanobenzoquinone, followed by reduction with tritiated sodium borohydride and reversed‐phase 
HPLC  to  separate  the  two diastereoisomers. GM1  is  isotopically  3H‐labeled at C6 of  the external 
galactose by  oxidation with  galactose‐oxidase. The  aldehyde  is  reduced with  3H‐labeled  sodium 
borohydride. GM1  labeled  at  C11  of  sialic  acid  is  obtained  by  preparing  the  neuraminic  acid‐
containing GM1, then re‐N‐acetylated with 3H‐ or 14C‐labeled acetic anhydride. GM1 labeled at the 





Figure  2.  Scheme  for  the  preparation  of  ganglioside GM1  containing  [3H]  and  [14C]  isotopically 
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nitro‐phenyl azide at  the end of ceramide moiety and  tritium  in  the oligosaccharide chain, or  the 







Gal)]GM1(Cer‐N3);  B.  structure  of  6‐N3(IV‐Gal)GM1‐[Sph‐3‐3H];  C.  structure  of  [6‐3H(IV‐
Gal)]OligoGM1(Glc‐N3). 




the  drawing  forces  for  the  dynamic  formation  of  lipid  rafts,  introduced  the  concept  that GM1 
represents a marker for these membrane domains. Cholera toxin is frequently used for the rapid but 
not necessarily consistent detection of GM1  in the total homogenate,  in subcellular fractions or  in 
membrane fractions. In the early 1970s, it was reported that the cholera infection depended by the 
interaction  between  the  Vibrio  Cholerae  toxin  and  the mucosal  surface  [52].  Rapidly,  by  in  vitro 
approaches,  ganglioside  GM1 was  indicated  as  the  receptor  for  the  toxin  [53–55],  showing  an 
association constant around 10−9 M. Both GM1 and  its oligosaccharide are bound by cholera toxin 
[53]. Identification of GM1 in the total homogenate, in subcellular fractions or in membrane fractions 
by  immune‐spot with  cholera  toxin  is widely  used.  Similarly,  immune‐microscopy  is  used  for 
recognition of GM1  and of GM1  aggregates on  the  cell  surface, without  taking  into  account  the 
information, too frequently forgotten, that glycosphingolipids are cryptic components of our plasma 
membranes  [56–58]. Results  should  require  additional  controls,  taking  also  into  account  that  the 
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knowledge on the ability of cholera toxin to recognize different glycans has grown in recent years. 
















to micelles and a  few monomers  strongly  interacting with  the hydrophilic portion of membrane 
proteins protruding into the cell environment; this is the less representative form of GM1 association. 
The action of trypsin cuts these membrane protein portions associated to the ganglioside. Then, there 





have more monomers  for  the  trypsin‐stable  form of association  (those  that enter  into  the plasma 
membranes are no more available  for  the micelle–monomer equilibrium and new monomers are 
released from the micelles); the lower the ganglioside concentration the grater the % of monomers in 
solution  (we  recall  that  the monomer  concentration  cannot  exceed  10−9 M).  Figure  4b  shows  the 
distribution of  the  three association  forms of GM1 administered  to human  fibroblasts cultured  in 
medium  without  proteins,  as  a  function  of  incubation  time  and  ganglioside  concentration. 
Administration of radioactive GM1 at a concentration between 10−6 M and 10−7 M allows to have an 
additional quantity of membrane GM1  indistinguishable  from‐  and diluted  into  the  endogenous 
ganglioside,  thus useful  to  trace  the ganglioside metabolic pathway and  fate of  the administered 
ganglioside [61]. Radioactive GM1, as all the gangliosides, reaches the lysosomes where it is degraded 
to  single  sugars,  sphingosine  and  fatty  acids.  The  largest  part  of  sialic  acid  and  sphingosine  is 
exported from the lysosomes recycled for the biosynthesis of sialoglycoconjugates and sphingolipids 
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both micellar  and monomer  forms  are  found  in  equilibrium  to  each  other.  The  critical micellar 
concentration for ganglioside GM1 is 10‐9 M. GM1 interacts with the cell in 3 different forms, serum 
labile, trypsin labile and trypsin stabile form [63,64]. A. Scheme of the association of ganglioside GM1 














membrane  ganglioside pattern  and  the membrane  organization,  influencing  thus  the membrane 
enzymes and the membrane receptor properties.   
The exogenous addition of GM1 to cultured neurons alters  the responses  to signals  from  the 
surrounding  environment,  possibly  due  to  specific  interactions  with  membrane  proteins.  This 
introduced the statement that gangliosides are associated with brain plasticity [66–68]. 
GM1  modifies  the  process  of  differentiation,  amplifies  responses  to  neurotrophic  factors, 
protects  against  excitatory  amino  acid‐related  neurotoxicity  by  limiting  the  downstream 
consequences  of  receptor  overstimulation,  and  reduces  acute  nerve  cell  damage  by  blocking 
cytotoxicity  and  potentiating  neurotrophic  factors  [69].  Administration  of  ganglioside mixtures 
containing GM1 influenced the recovery processes of both cholinergic and adrenergic nerve fibers in 
experimental models of peripheral sympathetic regeneration and re‐innervation (preganglionic and 
postganglionic anastomosis)  [70,71]. The  role of GM1  in  induction of neurite  sprouting has been 
elucidated [72–74], as well as the role of membrane‐associated sialidase Neu3 in producing GM1 from 
polysialogangliosides.  Many  of  the  molecular  interactions  necessary  for  the  neurotrophic  and 
neuroprotective effects exerted by GM1 require that GM1 is inserted into lipid rafts. In this contest, 
GM1 replaces or potentiates the actions of neurotrophins in several experimental approaches [75–77] 












TrkA,  that may  flop down on  the plasma membrane approaching  the GM1 oligosaccharide chain 
[96]. 
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Importantly, using PC12 cells  typically poor  in  the GM1 content,  it has been shown  that  the 
exogenous  administration of GM1  strongly  enhances nerve growth  factor  (NGF)‐mediated TrkA 
activation [82,83]. 
Finally, using neuroblastoma cells deficient in endogenous GM1, it has been demonstrated that 






















compatible with  human  life. As  reported  below, many  unsuccessful  efforts  have  been made  by 
researchers  to  find  soluble  analogues  of  GM1  [106–108]  or  to  increase  the  amount  of  GM1 
enzymatically  [109].  However,  new  light  comes  from  our  recent  recognition  that  the  soluble 
oligosaccharide of GM1 represents the bioactive portion of the entire ganglioside [96,110–113]. As 






Central  America,  in  Asia  and  Africa.  The  drug  was  approved  for  treatment  of  peripheral 
neuropathies  [114–117]. Later,  in 1985,  the ganglioside GM1 entered  in  the market with  the name 
Sygen, prescribed for neurodegenerative diseases and possibly for cerebral and spinal cord injuries 
[118]. Clinical  trials  for  the  treatments of cerebral  ischemia and dementia, stroke and spinal cord 
injury were developed with ganglioside GM1 [7,119]. Unluckily, at the beginning of the 1990s, part 
of  the medical  society  claimed  that  gangliosides  circulating  in  the  blood  stream  stimulated  the 
production  of  anti‐ganglioside  antibodies  being  responsible  for  the  occurrence  of Guillain‐Barré 
syndrome (GBS) [120]. Following this, in many countries, the drug was withdrawn at the end of 1993 
and the trials could not be completed. 
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of  developing  serum  antibodies  or  neurological  autoimmune  syndrome  in  patients  treated 
sporadically with gangliosides was overlapping to the number of case referring to people that never 
received gangliosides. Today, the notion that the administration of gangliosides is not associated to 
the onset of GBS, seems  to be sounder, and  in  recent years, clinical  trials at different stages,  still 
involve  ganglioside GM1. On  the  other  hand,  the  use  of  gangliosides  extracted  from  tissues  or 
produced in part or at all by bacteria requires great care to avoid any type of contamination that could 
add  immunogenic  properties  to  the  drug.  For  detailed  information  on  the  non‐association  of 
gangliosides  to GBS,  please  refer  to  Sonnino  et  al.  [120].  In  the  following  sections, we  provide 
information about the neurodegenerative diseases treated with GM1. 
10.1. GM1 and Parkinson’s Disease   
In  total, 5%–10% of Parkinson’s disease cases are of known genetic origin, whereas  the  large 
majority, termed sporadic, has only age as the major risk factor [106,128]. Unlike familial forms, both 
genetic and environmental factors have been reported to play a synergistic role in the pathogenesis 
of  sporadic  Parkinson’s  disease,  but  although  various  theories  have  been  suggested,  none  have 













In  Parkinson’s  disease  patients,  a  significantly  deficient  expression  in  genes  involved  in 
ganglioside synthesis (B3GALT4, ST3GAL2) was reported and GM1 deficiency in the substantia nigra 
[107], in the occipital cortex [129] and in various peripheral tissues [106] was observed. These findings 
suggest  a  ganglioside  systemic  deficiency  that would  correlate with  the  systemic  symptoms  of 
sporadic  Parkinson’s  disease.  The  decreasing  expression  of mentioned  genes  and  the  resulting 
decrease  in  brain  of  a‐series  gangliosides  (GM1,  GD1a)  presume  impaired  composition  and 
disorganization of neuronal plasma membrane, which may  increase  the neurons vulnerability  to 
degeneration [130]. 




aggregation.  As  elaborated  in  recent  reviews,  these  neuronal  functions  can  become  gradually 
compromised  as  GM1  levels  recede  with  aging  and/or  under  epigenetic  influences 
[2,6,7,9,104,106,131]. In this scenario, the possibility of GM1 as initiator of Parkinson’s disease may 
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been  associated with  its pathological  aggregation  in Parkinson’s disease  [132–134]. Additionally, 
Schneider recently reported that GM1 modifies the alpha‐synuclein toxicity and is neuroprotective 
in  a  rat  α  ‐synuclein  model  of  Parkinson’s  disease  reducing  the  size  of  α  ‐synuclein  positive 
aggregates [123]. 


















amyloid  fibrils at  the cell surface  [141–145]. A claim was made  that GM1 would act  favoring  the 
deposition of the aggregates following specific interaction requiring the GM1 high clustering [146–
148]. 







doubles that of aged matched healthy controls [155]. Therefore,  the question was:  is  it possible to 
report a normal membrane organization by reporting  the correct ganglioside content  into  the  the 
brain? To answer this question, five Alzheimer’s disease patients aged 54 to 70 received a continuous 
treatment with GM1. Patients received up to 30 mg/day of GM1 ganglioside by continuous injection 
into  the  brain  frontal  lateral  ventricles  for  12 months.  These  patients  became more  active,  had 
improved reading comprehension, were able to perform activities such as writing reports and short 
letters on a computer, and showed increased appetite and sexual desire [105,122,123]. They displayed 
increased  production  of  the  catabolic  products  of  dopamine  and  serotonin  as  proof  of  an 
improvement of the transmitter functions. In particular, they showed a strong increase of the level of 














at week  26.  The  conclusion was  that  the GM1  treatment  allows  a  significantly  faster,  although 












[167]. On the other hand,  ischemic damage  is  increasingly common in aging adults and  is mainly 






to controls subjected to  the standards of care  [169]. At the same time points,  there was a stronger 
reduction in serum levels of IL‐6, neuronal specific enolase NSE and S100β in the group of children 
receiving GM1 compared to controls. After 1 year, the group of children treated with ganglioside had 






















in  the mortality rate between  the groups of  ischemic patients  treated with GM1 and  the placebo‐
receiving controls, the subjects treated with GM1 presented an improvement trend in neurological 
scores (as reviewed by Magistretti and collaborators [7]). 








A  functional  connection  between  human  Parkinson’s  disease  pathogenesis  and  GM1  was 
confirmed in an experimental animal model. 
The B4galnt1 gene codes for the enzyme N‐acetylgalactosamine transferase, necessary to add a 
residue of N‐acetyl‐galactosamine  to  the ganglioside GM3  to yield ganglioside GM2. GM2  is  the 





Instead,  the heterozygous mice  (B4galnt1+/− mice), are characterized by a partial  reduction of 
ganglioside GM1 and GD1a (GD1a is converted to GM1 by the membrane associated sialidase Neu3) 
with respect to the wild‐type mice and present a mild manifestations of Parkinson’s disease better 
recapitulating  the  sporadic  and  progressive  form  of  the  disease  [106,107,187–189]:  α‐synuclein 






Intraperitoneal  daily  treatment  with  GM1  gave  statistically  not  reliable  recovery  of  the 
Parkinson’s Disease  symptomatology  [107]. This negative  result  is probably due  to  the very  low 
quantity of GM1  that crosses  the BBB reaching  the neurons,  to  finally express  its neuroprotective 
function. On the other hand, LIGA20 is able to cross the BBB more efficiently than GM1 because of 
the  chlorine  content  in  the  lipid moiety.  Thus,  systemically  injecting LIGA20  into  affected mice 
significantly  attenuated  the  parkinsonism  symptoms  restoring  the  expression  of  tyrosine 
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membrane permeable derivatives of GM1,  like LIGA20 have been shown  to be  toxic compounds 
when administered for long time. A further problem to consider concerns the time of action of the 
administered GM1. In fact, endogenous gangliosides are employed into a complex metabolic process 
involving  biosynthesis,  intracellular  trafficking  and  catabolism.  In  neurons,  the  ganglioside 
membrane turnover is rapid. We know from many experiments that GM1 administered to cells is 





the  molecular  mechanism  through  which  GM1  may  induce  neurodifferentiation  and  exert 
neuroprotection and, when deficient, neurodegeneration, should be addressed. 
GM1  is known  to modulate  several  cell processes  through  interactions occurring  at  the  cell 
surface [2,6,26,131]. GM1 is an amphiphilic compound, with the lipid and the head group moieties 

















In  2012,  Ledeen  identified  the membrane  brain  permeable  analog  of GM1,  LIGA20,  as  an 
effective  (albeit  toxic  in  the  long‐term)  alternative  to GM1  [106,107].  Treatment  of  parkinsonian 
B4galnt1 GM1‐deficient mice, with LIGA20  induced beneficial  effects,  including  the  reduction of 
substantia nigra alpha‐synuclein aggregates [106,107]. The most important finding of this study was 





of  Vibrio  Cholerae  sialidase  exerted  a  neuroprotective  effect  on  the  damaged  nigrostriatal 
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We  recently  reported  that  the  soluble GM1  oligosaccharide  replicates  the  neurotrophic  and 
neuroprotective properties of  the entire GM1 molecule  [96,110,111]. Using murine neuroblastoma 
Neuro2a (N2a) cells, we demonstrated that OligoGM1, without entering the cell, directly interacts 
and  stabilizes  the  TrkA‐NGF  complex,  leading  to  the  activation  of  the  ERK1/2  downstreaming 
pathway.  This  event  in  turn  triggers  cell  differentiation  and MPTP  protection,  similarly  to  that 






OligoGM1  were  further  proved  [193].  Accordingly,  OligoGM1  enhances  neuron  clustering, 
arborization  and  networking  by  higher  phosphorylation  rate  of  FAK  and  Src  proteins,  the 
intracellular  key  regulators  of  neuronal  motility.  In  parallel,  OligoGM1  receiving  cells  express 
increased level of specific neuronal markers (β3‐Tubulin, Tau, Neuroglycan C, Synapsin) anticipate 
the expression of complex ganglioside and reduce the level of simplest ones, suggesting an advanced 
stage of maturation  compared  to  controls. Concerning  its mechanism of  action,  as  for N2a  cells, 
OligoGM1  interacts with  neuronal  surface without  entering  the  cells,  and  induces  TrkA‐MAPK 
activation as an early event underlying its neuronal effects. 
These  results  highlight  a  GM1‐specific  role  in  neuronal  differentiation  and  protection 










interface of  receptor‐ligand  interaction. By  in  silico molecular docking  studies we  found  that  the 
OligoGM1 perfectly occupy this space and concomitantly reduces the free energy associated to the 
TrkA‐NGF complex from approx. ‐7 kcal/mol to approx. ‐12 [110]. This finding indicates that GM1 





Following  the  intraperitoneal  injection  of  radiolabeled  [3H]OligoGM1  in  adult  mice,  the 
radioactivity counts were found to be associated with all brain areas, including the substantia nigra. 
Importantly, OligoGM1  retained  its metabolic  stability when was extracted  from brain  tissues as 
verify by chromatography. 
The  therapeutic  potential  of OligoGM1 was  then  investigated  in  the B4galnt4  heterozygous 
Parkinson’s disease model previously used to demonstrate GM1 efficacy [112].   
OligoGM1 treatment of these mice (20 mg/kg, intraperitoneally, daily for 28 days) completely 
rescued  physical  symptoms,  reduced  nigral  alpha‐synuclein  aggregates,  restored  nigral  tyrosine 
hydroxylase  expression  and  striatal  neurotransmitter  levels,  equalizing  the  wild  type  healthy 
condition. These results propose the OligoGM1 as a potential therapeutic candidate that modifies the 
progression of Parkinson’s disease. Considering the data obtained in vitro it is reasonable to think 











Thanks  to extensive research  into  the physiological function and pathological  implications of 
ganglioside  GM1  [2,6,7,9,104,106,131],  we  may  have  a  new  key  to  understand  the  molecular 
mechanism  underlying  Parkinson’s  disease  pathogenesis  and  recovery.  Our  new  remarkable 





neuron  homeostasis  and  also  the  clearance  of  α‐synuclein.  Some  of  the  fundamental  neuronal 




[9]. Finally,  it  is  shown  also  the  α‐synuclein  association with  synaptic vesicles  and  its  release  in 
presynaptic region functioning as a regulator of dopamine neurotransmission [197–200]. Here the 
correct  level of plasma membrane GM1 maintains,  in out hypothesis,  the α‐synuclein  in  the non‐
aggregating  forms. On  the  bottom,  a  neuron with GM1 deficiency  and  hence  a deficiency  of  its 
oligosaccharide, that  leads to the  loss of all  the  important neurotrophic signals and to α‐synuclein 
aggregation and accumulation. GM1 sugar code is according to Varki et al. [65]. 
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